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应 用 PCR 技术 快速 检测 能 蜂 短 膜 虫 
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摘要 :【 目 的] 近年 来 ,能 蜂 作 为 温室 作物 的 理想 授粉 者 在 国外 已 被 广泛 利用 ,并 且 获 得 很 好 的 经 济 
效益 和 生态 效益 ,所 以 国外 能 蜂 经 常 被 进口 用 于 设施 农业 。 熊 蜂 短 膜 虫 Crithidia bombi 是 能 蜂 的 
一 种 重要 寄生 虫 病 ,一 旦 随 进 口 熊 蜂 传 入 ,将 给 国内 能 蜂 蜂 群 带 来 严重 危害 ,因此 连 切 需要 建立 一 
种 熊 蜂 短 膜 虫 检 测 方法 。【 方 法 ] 基 于 能 蜂 短 膜 虫 基因 内 转录 间隔 区 (internal transcribed space， 
ITS) 基 因 序 列 设计 了 一 对 引物 (Cri-F/R) ,建立 了 能 蜂 短 膜 虫 的 PCR 检测 方法 ,并 对 退火 温度 、 引 
物 浓度 和 循环 个 数 等 反应 条 件 进行 了 优化 ,同时 验证 了 该 PCR 方法 的 灵敏 性 、 特 异性 和 稳定 性 。 
【 结果 】 以 驴 蜂 短 膜 虫 ITS 基因 保守 区 设计 特异 性 引物 建立 的 驴 蜂 短 膜 虫 PCR 检测 方法 是 可 行 的 。 
优化 的 PCR 反应 条 件 为 :退火 温度 59% ,引物 浓度 0.5 pmol/L, 扩 增 循环 数 35 次 。 对 感染 能 蜂 短 
膜 虫 的 能 蜂 总 DNA 的 灵敏 度 达到 13.24 x10 “ng/hL, 并 具有 良好 的 特异 性 和 稳定 性 。 将 该 方法 
应 用 于 驴 蜂 短 膜 虫 的 检测 ,整个 检测 过 程 不 超过 4 h, 具 有 良好 的 适用 性 。【 结论 ) 研 究 建 立 了 能 蜂 
短 膜 时 检测 方法 ,能 用 于 疫情 监测 和 进 境 熊 蜂 的 检验 检疫 。 
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Abstract: [Aim)] As a highly effective pollinator for crops, bumblebee has been widely used in 
greenhouse and acquired good economical and ecological benefits in foreign countries in recent years. 
Now many domestic enterprises have imported bumblebees and used them in facility agriculture. Crithidia 
bombi is one of the most important parasites of bumblebees. Once introduced with importation, it can 
pose significant risks to domestic bumblebees. So a rapid detection technique for C. bombi should be 
established urgently. 【 Methods) A PCR detection method including a pair of primers, Cri-F and Cri-R, 
based on the ITS sequence was established for detection of C. bombi in bumblebee bodies. After 
preliminarily testing the PCR result, we further optimized the reaction conditions of PCR, including the 


annealing temperature, primer concentration, cycle number and so on. Meanwhile, the sensitivity, specificity 














基金 项 目 : 国家 质 检 总 局 科技 计划 项 目 (2014IK244) ; 福建 省 科技 计划 重点 项 目 (2014N0001) 

作者 简介 : 张 体 银 , 男 , 1979 年 10 月 生 , 山东 郓 城 人 , 硕士 , 高 级 工程 师 , 研究 方向 为 蜂 病 检测 技术 , E-mail: zhty5337@ 163. com 
* 通讯 作者 Corresponding author, E-mail: zhty5337@ 163. com 

收 稿 日 期 Received: 2016-02-24; 接受 日 期 Accepted: 2016-04-20 








































































































6 期 张 体 银 等 : 应 用 PCR 技术 快速 检测 能 蜂 短 膜 虫 693 











and stability of the PCR method were evaluated as well. 【 Results 】The results showed that the PCR 


method with specific primers from conserved regions of ITS was feasible for detection of C. bombi. The 


optimized reaction conditions of PCR are the annealing temperature of 59°C , the primer concentration of 


0.5 pmol/L, and the amplification cycle number of 35. The sensitivity of the detection method to the 


total DNA of bumblebee was approximately 13.24 x 10 ng/ pL, with a good specificity and stability. 


When the PCR method was applied in detection of C. bombi, the detection could be finished within 4 h, 


showing a good applicability. 【 Conclusion】The rapid detection method developed in this study can be 


applied in detection of C. bombi, which is important for epidemic surveillance of this parasite and the 


inspection and quarantine of imported bumblebees. 
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能 蜂 (bumblebees ) 是 属于 膜 翅 目 (Hymenoptera ) 
蜜蜂 科 (Apidae) 能 蜂 属 Bombus 的 一 种 多 食性 的 半 
社会 性 昆虫 ,具有 个 体 大 ,体毛 长 且 密 集 、 喉 长 ,温度 
及 气候 适应 性 强 等 特点 ,采集 力 强 ,授粉 期 长 ,而 且 
能 声 振 授粉 ,在 温室 果蔬 授粉 方面 有 着 高 效率 、 低 成 
本 等 独特 优势 ,可 以 达到 增产 、 提 高 品质 、 省 时 省 力 
和 提高 生态 环境 效益 的 效果 ,已 成 为 现代 化 农业 发 
展 中 的 一 项 重要 技术 措施 ( 阮 长 春 等 , 2007 ) 。 

我 国 设施 栽培 果蔬 面积 居 世 界 第 一 位 , 熊 蜂 授 
粉 应 用 潜力 巨大 。 但 是 ,我 国 的 熊 蜂 研究 与 应 用 起 
步 较 晚 ,目前 还 处 于 人 工 驯 化 和 饲养 繁育 初级 阶段 ， 
并 未 系统 掌握 能 蜂 的 繁育 与 应 用 技术 ( 王 风 稚 等 ， 
2011) 。 而 且 , 实 际 生 产 与 应 用 中 存在 的 授粉 效果 
不 稳定 多数 蜂 群 使 用 寿命 短 .工蜂 数量 较 少 等 问题 
阻碍 了 熊 蜂 授 粉 的 应 用 ,所 以 我 国 这 种 农业 授粉 能 
蜂 还 依靠 从 国外 进口 ( 张 体 银 等 , 2015 ) 。 

能 蜂 短 膜 虫 Criipzdia bombi 是 熊 蜂 重要 的 寄生 
性 原虫 ,属于 动 鞭 毛虫 纲 (Zoomastigophorea) 动 质 目 
(Kinetoplastida ) 锥 虫 科 (Trypanosomatidae ) 短 膜 虫 属 
Crithidia ,只 具 锥 虫 亚 目 6 个 发 育 期 中 的 无 鞭毛 期 和 
前 和 鞭毛 期 两 个 发 育 期 。 通 过 对 进 境 熊 蜂 进 行 风险 分 
析 发 现 ,能 蜂 短 膜 虫 C，bombi 等 病虫害 对 我 国 蜂 类 
和 农作物 存在 潜在 危害 ( 张 体 银 等 , 2015 ) 。 因 此 ， 
我 国 和 和 荷兰、 比利时 、 斯 洛 伐 克 等 国 签订 了 进 境 熊 蜂 
的 检疫 要 求 , 规 定 对 熊 蜂 短 膜 虫 等 病虫害 进行 检疫 。 
但 迄今 为 止 ,国内 在 有 关 熊 蜂 病虫害 方面 的 研究 还 
很 少 ,没有 适用 于 进 境 能 蜂 病虫害 的 检测 方法 。 基 
因 内 转录 间隔 区 (internal transcribed space，ITS ) 是 
位 于 寄生 虫 的 遗传 物质 特别 是 核糖 体 DNA ( rDNA 
) 上 18S 和 28S rDNA 之 间 的 区 域 片段 ,作为 一 种 遗 
传 标记 ,由 于 它 在 生物 种 和 亚 种 间 变 异 较 大 ,已 经 被 
广泛 应 用 于 寄生 虫 的 分 类 与 鉴定 病原 诊断 等 不 同 
方面 的 研究 ( 牛 庆 丽 等 , 2008 ) 。 本 研究 将 根据 进 境 









































熊 蜂 检疫 要 求 ,基于 ITS 序列 设计 特异 性 引物 ,建立 
了 熊 蜂 短 膜 虫 PCR 检测 技术 ,弥补 目前 国内 有 关 熊 
蜂 检 疫 技 术 的 空白 ,为 保障 健康 能 蜂 顺利 输入 、 保 护 
内 蜂 群 健康 等 提供 了 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 

10 份 自然 感染 熊 蜂 短 膜 虫 的 能 蜂 病 料 由 中 
农业 科学 院 蜜 蜂 研 究 所 提供 6 份 (分 别 标记 为 BJ- 
1, BJ-2, BJ-3, BJ4，, BJ-5 和 BJ-6) ,以 及 吉林 省 养 
蜂 科学 研究 所 提供 4 份 ( 分 别 标 为 JL-1, JL-2, JL-3 
和 JL-4) ,健康 熊 蜂 由 北京 出 入 境 检 验 检疫 局 和 潍 
坊 出 入 境 检验 检疫 局 提供 ,作为 阴性 对 照 ,分 别 暂 养 
于 自制 饲养 盒 (8 cm x12 cm x10 cm) 中 ,饲养 条 件 : 
26 + 上 1% ,相对 湿度 60% 的 黑暗 环境 中 ,用 商品 花粉 
和 蜂蜜 配置 成 的 花粉 球 进 行 饲 喂 ,每 群 20 头 ,日 抢 
约 30 d。 密 蜂 球 蝇 菌 Ascosphaera apis 由 福建 农林 大 
学 提供 ,蜜蜂 幼虫 芽孢 杆菌 Paenibacillus larvae( 美 
国 菌 种 保藏 中 心 ATCC13537 ) 购 自 上 海 汉 尼 生 物 技 
术 有 限 公 司 , 熊 蜂 微 孢子 虫 Nosema bombi 由 本 实验 
室 分 离 和 保存 。 
1.2 试剂 与 仪器 

血液 /细胞 /组 织 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 .琼脂 
糖 凝 胶 DNA 回收 试剂 盒 .100 bp DNA Ladder 和 
DNA Marker 工 等 购 自 TIANGEN 生物 有 限 公司 ; 
GoTaq® Green Master Mix 和 琼脂 糖 等 购 自 Promega 
公司 ;GelRed Nucleic Acid Gel Stain 购 自 Biotium 公 
司 ;Tris 和 EDTA 等 购 自 Sigma 公司 ;其 余 常用 试剂 
均 为 国产 分 析 纯 。 核 酸 蛋 白 测 定 仪 (Ultrospec 
2100pro) 由 瑞典 安 玛 西 亚 公 司 制造 ;梯度 PCR 仪 
(TGRADIENT 96 ) 由 德国 Bio-Metra 公司 制造 ;电泳 
仪 (MP-5SWV ) 由 台湾 Major Science 公司 制造 ; 凝 胶 
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成 像 仪 (ProXima 10phi) 由 美国 UPV 公司 制造 。 
1.3 引物 

根据 CenBank 中 公布 的 能 蜂 短 膜 虫 [TS 核酸 序 
列 (登录 号 GU321136. 1) ,应 用 Primer Premier 5. 0 
设计 特异 性 引物 ,并 用 NCBI 的 Blast 进行 比 对 检验 
其 特异 性 ,最 后 选取 可 扩 增 出 一 段 447 bp 序列 的 引 
物 Cri-FAR ,引物 序列 为 : 

Cri-F: 9 -CCAAACCACGGAATCACATAGAC-3 ; 

Cri-R: 5’-AGAAGAAGAGAGACGAGAAGGAG-3', 

引物 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股份 有 限 公 司 
合成 。 
1.4 能 蜂 肠 道 基因 组 DNA 的 提取 

能 蜂 肠 道 基因 组 DNA 采用 基因 组 DNA 试剂 
盒 进行 提取 ,具体 步骤 为 :挑选 供 试 感染 能 蜂 短 膜 
虫 熊 蜂 , 剪 下 腹部 , 放 入 研 钵 ,加 少量 液 乞 研磨 成 
浆 ,于 高 速 离心 机 中 10 000 r/min 离心 1 min, 取 沉 
淀 后 根据 试剂 盒 说 明 书 进行 操作 ,将 得 到 的 DNA 
样品 利用 核酸 蛋白 分 析 仪 测定 其 浓度 后 保存 于 
-20% 备 用。 
1.5 PCR 反应 体系 的 建立 

根据 GoTaq@ Green Master Mix 使 用 说 明 ,初步 
建立 PCR 反应 体系 :2 x GoTaq@ Green Master Mix 
12.5 pL,Cri-F/R 各 1 pL, 模 板 2 pL, 加 ddH,0 到 
总 体积 25 pL。 反 应 条 件 : 先 95% 预 变 性 3 min ,再 
进行 35 个 循环 (核酸 变性 95%C 45 s; 引 物 退 火 59%C 
30 s; 延 仲 72%C 1 min) ,然后 再 72% 延伸 5 min, 最 
后 4% 保温 。 将 扩 增 产物 在 1.2% 琼脂 糖 凝 腕 上 进 
行 电泳 , 凝 胶 成 像 仪 观察 电泳 结果 并 拍照 保存 。 
1.6 PCR 产物 纯化 .测序 及 序列 同 源 性 比较 

用 琢 脂 糖 凝 胶 回 收 试剂 盒 回 收 PCR 扩 增 产物 ， 
送 生 工 生 物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公司 进行 测序 , 测 
序 结果 通过 NCBI 的 BLAST 进行 同 源 性 比 对 。 
1.7 PCR 反应 条 件 的 优化 
1.7.1 最 佳 退 火 温度 的 选择 :根据 初步 建立 的 PCR 
反应 体系 ,设置 10 个 退火 温度 ,分别 是 52.0, 53.5， 
55.2, 57. 1, 59.0, 60.9, 62.8, 64.7, 66.5 和 
68.0Y ,进行 PCR 扩 增 后 电泳 检测 ,根据 不 同 退 火 
温度 下 的 条 带 亮 度 确定 最 佳 退 火 温度 。 
1.7.2 最 佳 引 物 浓度 的 选择 :将 引物 用 ddH,0 分 
别 稀释 至 20, 10, 5, 0.5, 0.05 和 0.005 pmol/L 浓 
度 ,使 引物 最 终 浓度 分 别 为 1.0, 0.5, 0.25, 0.025 ， 
0. 0025 和 0. 00025 kmolL。 根 据 已 确定 的 最 佳 退 
火 温 度 进 行 PCR 扩 增 ,PCR 产物 通过 电泳 检测 确定 
最 佳 引物 浓度 。 














1.7.3 最 佳 循环 次 数 的 选择 :在 最 佳 退火 温度 和 最 
佳 浓度 确定 的 情况 下 ,保持 其 他 条 件 不 变 ,分 别 选 择 
25, 30, 35 和 40 个 循环 进行 PCR 反应 。PCR 反应 
产物 经 电泳 检测 后 ,确定 最 佳 循环 次 数 。 
1.8 引物 特异 性 与 灵敏 性 检测 
1.8.1 特异 性 试验 :在 已 优化 好 的 PCR 反应 条 件 
下 ,以 健康 能 蜂 DNA 作为 阴性 对 照 ,分 别提 取 熊 蜂 
短 膜 虫 C，bombi、 熊 峰 孢 子 虫 Apicystis bombi、 熊 峰 微 
移 子 虫 Nosema bombi、 蜜 蜂 球 蝇 菌 Ascosphaera apis 
和 蜜蜂 幼虫 芽孢 杆菌 Paenibacillus larvae DNA 样品 
进行 PCR 扩 增 ,检验 方法 的 特异 性 。 
1.8.2 灵敏 性 试验 :将 提取 的 熊 蜂 短 膜 虫 DNA 样 
本 用 核酸 蛋白 分 析 仪 检测 浓度 后 ,进行 10 倍 递增 稀 
释 到 10“, 用 健康 熊 蜂 DNA 作为 阴性 对 照 ,利用 优 
化 好 的 反应 体系 和 反应 程序 ,分 别 进行 PCR 扩 增 ， 
检验 方法 的 灵敏 性 。 
1.8.3 稳定 性 试验 : 取 不 同 来 源 的 10 份 能 蜂 短 膜 
虫 的 DNA ,分 别 稀释 到 1.8. 2 节 中 所 能 检测 到 的 最 
低 浓度 ,分 别 进行 PCR 扩 增 ,检验 方法 在 最 低 检测 
浓度 情况 下 的 稳定 性 。 
1.9 现场 样本 的 检测 

选取 2014 年 6 月 至 2015 年 6 月 期 间 在 国内 各 
省 市 采集 的 熊 蜂 样本 30 份 ,其 中 北京 3 份 ,吉林 4 
份 ,山东 9 份 ,山西 4 份 ,浙江 2 份 ,安徽 1 份 ,福建 
7 份 ,样本 置 人 装 有 RNA 保存 液 的 50 mL 的 去 酶 
离心 管 中 寄 回 , 保 存 于 -70C 超 低温 冰箱 备用 。 
根据 已 建立 好 的 PCR 检测 方法 进行 现场 检测 , 验 
证 该 方法 在 实际 应 用 中 的 有 效 性 和 能 蜂 短 膜 虫 的 
流行 情况 。 

















2 结果 


2.1 能 蜂 短 膜 虫 PCR 检测 方法 的 建立 与 优化 
2.1.1 能 蜂 短 膜 虫 PCR 检测 方法 的 建立 及 验证 : 
能 蜂 短 膜 虫 TTS 序列 PCR 扩 增 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 结 
果 显 示 出 约 447 bp 大 小 的 目的 条 带 ( 图 1)。 将 BJ- 
1 样品 PCR 扩 增 产物 回收 测序 ,测序 结果 与 NCBI 
收录 的 能 蜂 短 膜 虫 TTS1 序列 进行 比 对 ,只 有 两 个 碱 
基 发 生 了 变异 ,分 别 是 A 突变 为 G 和 C 突变 为 T， 
同 源 性 在 99.5% 以 上 (图 2)。 

2.1.2 最 佳 退火 温度 的 确定 : 10 个 退火 温度 PCR 
扩 增 后 电泳 显示 退火 温度 在 57.1%C 和 359.0% 时 条 
带 最 亮 (图 3) 。 鉴 于 退火 温度 越 高 特异 性 越 强 的 原 
则 ,选取 59Y 为 最 佳 退火 温度 。 
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御 短 膜 虫 ITS 序列 的 PCR 检测 结果 


PCR detection results of ITS sequence of 


图 1 熊 蜂 体 内 能 
Fig. 1 








Ctithidia bombi in bumblebee 
M: 100 bp DNA Ladder; 1 -8: 染病 能 蜂 DNA (DNA of bumblebees 
infected with C. bombi): 1: BJ-1; 2: BJ-2; 3: BJ-3; 4: BJ4;5: JL- 
1; 6; JL2;7:; JL3; 8: 械 4; N: 健康 能 蜂 DNA( 阴性 对 照 ) DNA 


of healthy bumblebee as the negative control. 








181 GTCTCRTCTGCCCGRRRGTTCRCCG3 
| 


241 aaGGTaGCTGTRMGGTGMACCTGCaGCT 
| 





301 






























































因 志 园区 思 因 记 四 户 允 户 四 户 中 记 





图 2 





| 
1 GGAMACCACGGAMATCACATAGACCCACT 
01 ACGAMGGAATGICTICOITAMGOCGCAGCIC 
| | 
61 ”3aC6MGGRATGTCTCGTRGGCGCRAGCTCRTCnRRCTGTGCCGRTTRCGTCCCTGCCRTTT 


121 TaMCaACaCCGCCCGTCGTTGTTTCCGRMTGMTGGTGCMRATACRGGTGRATCGGRACRGGCGGN 


TATTTICTTCAATAGANGGAAGCANAMGTCGTDNCA 
| | 


| | | | 
181 GTCTCRTCTGCCCGRRAAGTTCRCCGMTATTTCTTCRRTaGRGGARAGCRRRARAGTCGT3RCR 


| 111 | | | 
241 aaGGTaAGCTGTRGGTGMRCCTGCRGCTGGMAMTCRTTTTCCGMTGRTTRCCnnnACACRACGC 


301 NCtatatatatatgtgtatacctatgtgtatatgtgtatacgtatatgtgtTACTCGITS 
| 
EE\ 


CIANCACACAAACAANCCAANCACACATANCT 








306] SGMRaGAGRAGTCTRCRACRCTCTCTTTCT 
| | | 111 | 上 
361 6GGMRnGRAGRGTCTRCRCRCTCTCTTTCTCTRRCRCACRRRACNRRACCRARCRCRCRATRRCT 


2.1.3 最 佳 引物 浓度 的 确定 :引物 5 个 不 同 浓度 
PCR 扩 增 结果 显示 , 当 引 物 终 浓度 为 0.5 umolLL 时 
扩 增 效果 最 好 ,目的 条 带 最 亮 , 因 此 引物 终 浓 度 确定 
为 0.5 pmol/L( 图 4)。 
2.1.4 最 佳 循环 参数 的 确定 :多 个 循环 次 数 PCR 
扩 增 结果 显示 ,4 个 循环 次 数 均 可 扩 增 出 目的 条 带 ， 
其 中 循环 次 数 为 35 时 电泳 条 带 最 亮 , 扩 增 效果 最 好 ， 
因此 将 PCR 反应 的 循环 参数 设 定 为 35 次 (图 5)。 
2.2 特异 性 反应 

对 能 蜂 短 膜 虫 C，bombi、 能 蜂 微 移 子 虫 Nosema 
bombi、 能 蜂 孢 子 虫 Apicystis bombi\ 蜜蜂 球 早 
Ascosphaera apis 和 蜜蜂 幼虫 芽孢 杆菌 Paenibacillus 
larvae DNA 样品 PCR 扩 增 产物 进行 琢 脂 糖 凝 胶 电 沪 
表明 , 熊 蜂 短 膜 虫 样品 能 扩 增 出 特异 的 目的 条 带 , 其 余 
样品 无 条 带 出 现 , 说 明了 本 方法 具有 特异 性 (图 6)。 























1 GGAAACCACGGAATCACATAGACCCACTTGGGACCGAGGATTGCAATTATTGGICGCGCA 60 


1THTTTTTTTTETITTHL 


TGGGACCGAGGATTGCAATTATTGGICGCGCA 60 


RMTCaRACTGTGCCGRTTRCGTCCCTGCCRTTTG 120 


| ITTTTTTTITII 


120 
180 


虽 中 


| EELE 
121 TACACACCSCCCGICGITGITICCGATGATGSTOCAATACNGGITGATCGGACAGSCGGAT 180 


240 
240 
300 
300 
360 





| 
GTRTRTGTGTRTMATGTATATGTGTTRCTCGTTG 360 


420 
420 

































































421 TaACTCTCCTTCTCGTCTCTCTTCTTCT 447 


| | 111 | 
421 TaACTCTCCTTCTCGTCTCTCTTCTTCT 447 


熊 峰 短 膜 虫 ITS 引物 测序 片段 与 CenBank 中 GU321165.1 序列 比 对 结 


Fig. 2 Alignment result of primer sequencing reads for ITS of Ctithidia bombi with GU321165. 1 in CenBank 
A: 本 研究 中 能 蜂 短 膜 虫 ITS 引物 序列 片段 Primer sequencing reads for ITS of C.，bomobi in this study; B: GenBank 中 熊 蜂 短 膜 虫 ITS 序列 片段 ( 序 
列 号 : CU321165. 1 ) Cene sequence of ITS of C. bombi in GenBank ( sequence ID : gblGU321165.1). 


2.3 ”灵敏 性 反应 
对 浓度 为 13.24 ng/pL 的 DNA 进行 10 倍 递增 
稀释 后 PCR 扩 增 结果 ,10” ~ 10 一 均 可 扩 增 出 明亮 
的 目的 条 带 , 阴 性 对 照 无 条 带 出 现 。 所 以 该 PCR 方 
法 的 检测 灵敏 度 为 13.24 x 10 ng/pL, 具 有 较 高 的 
灵敏 度 ( 图 7)。 
2.4 稳定 性 试验 

对 10 份 浓 度 为 13. 24 x 10 ng/pL 的 不 同 
DNA 样品 PCR 扩 增 结果 显示 ,所 有 样品 均 有 特异 性 
目的 条 带 出 现 , 证 实 了 该 方法 在 最 低 检 测 浓度 情况 
下 的 稳定 性 (图 8)。 











2.5 现场 样本 的 检测 

对 2014 年 6 月 至 2015 年 6 月 期 间 在 全 国 范围 内 
采集 的 30 份 熊 蜂 样 本 利用 已 建立 的 PCR 检测 方法 进 
行 现场 检测 ,检测 结果 发 现 阳性 样品 14 份 ,阳性 率 为 
46.7% ,初步 反映 了 目前 熊 蜂 短 膜 虫 的 流行 状况 。 


3 讨论 
熊 蜂 不 仅仅 在 现代 设施 农业 中 发 挥 着 重要 作 


用 ,由 于 它们 耐 低温 ,在 恶劣 条 件 下 也 可 高 效 传粉 ， 
因此 熊 蜂 也 是 高 海拔 地 区 高 山 植物 重要 的 授粉 者 
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图 3 熊 蜂 短 膜 虫 ITS 序列 扩 增 用 PCR 退火 温度 优化 结 


Fig. 3 Optimization of annealing temperature for PCR 








amplification of ITS sequence from Ctithidia bombi 
M: 100 bp DNA Ladder; 1 -10: 不 同 退 火 温度 Different annealing 
temperatures: 1: 52.0°%C,; 2: 53.5°%C,; 3. 55.2°%C,; 4: 57.1°C,;, 5: 
59.0C; 6: 60.9°C ;7: 62.8°C; 8: 64.7%C ; 9: 66.5C; 68.0°C. 


M 1 人 3 4 3 N 


bp 
500 
400 





图 4 熊 蜂 短 膜 虫 ITS 序列 扩 增 用 PCR 引物 浓度 优化 结果 


Fig.4 Optimization of primer concentration for PCR 








amplification of ITS sequence from Ctithidia bombi 
M: 100 bp DNA Ladder; 1 -5: 不同 引物 终 浓 度 Different primer 
concentrations: 1: 0.1 pmol/L; 2: 0.25 pmol/L; 3: 0.5 pmol/L; 
4: 0.75 jmol/L; 5: 1.0 pmol/L; N: 健康 熊 峰 DNA( 阴性 对 照 ) 
DNA of healthy bumblebee as the negative control. 











( 何 亚 平和 刘 建 全 , 2004; 张 挺 峰 等 , 2006) ;对 于 马 
先 蒿 属 Pedicularis L. 、 乌 头 属 Aconitum 工 . 等 药 用 植 
物 来 说 , 熊 蜂 是 唯一 的 授粉 者 ;此 外 在 濒危 植物 的 繁 
殖 上 熊 蜂 也 起 着 不 可 或 缺 的 作用 (Sun et al.， 
2003 ) 。 熊 蜂 与 蜜蜂 等 授粉 者 一 起 为 维持 地 球 植物 
的 繁衍 作出 了 重要 贡献 ,因此 保护 能 蜂 蜂 群 的 健康 
发 展 和 熊 蜂 种 类 的 多 样 性 对 于 整个 生态 系统 有 着 重 
要 的 意义 (An et al., 2011)。 
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图 5 熊 蜂 短 膜 虫 ITS 序列 扩 增 用 PCR 循环 参数 优化 结果 
Fig. 5 ”Optimization of cycle parameters for PCR 
amplification of ITS sequence from Ctithidia bombi 

M: 100 bp DNA Ladder; 1 -4: 不 同 循环 数 Different cycles: 1: 25 

轮 循环 25 cycles; 2: 30 轮 循环 30 cycles; 3: 35 轮 循环 35 cycles; 

4: 40 轮 循 40 cycles. 
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图 6 本 研究 建立 的 PCR 测定 方法 对 熊 蜂 短 膜 虫 的 

特异 性 检测 结果 

Fig. 6 Specificity of the PCR method established in this 
study for detection of Ctithidia bombi 

M: 100 bp DNA Ladder; 1: 能 蜂 短 膜 虫 C，bombi DNA; 2: 能 蜂 微 
孢 子 虫 Nosema bombi DNA; 3: 能 蜂 孢 子 虫 Apicystis bombi DNA; 4: 
蜜蜂 球 宫 菌 Ascosphaera apis DNA; 5: 蜜蜂 幼虫 芽孢 杆菌 
Paenibacillus larvae DNA; N: 健康 能 蜂 DNA (阴性 对 照 )DNA of 


healthy bumblebee as the negative control. 

熊 蜂 短 膜 虫 是 熊 蜂 最 重要 的 病虫害 之 一 ,感染 
个 体 寿命 缩短 , 卵 梨 变 小 ,蜂王 梨 穴 和 工蜂 存活 能 
降低 ,严重 影响 能 蜂 的 健康 (Skykoff and Schmid- 
Hempel, 1992 ) ,而 且 感 染 后 症状 并 不 明显 ,也 延误 
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图 7 本 研究 建立 的 PCR 测定 方法 对 熊 蜂 
短 膜 虫 的 灵敏 性 检测 结 
Fig. 7 Sensitivity of the PCR method established in 

this study to Ctithidia bombi 
M: 100 bp DNA Ladder; N: 健康 能 蜂 DNA (阴性 对 照 ) DNA of 
healthy bumblebee as the negative control; 1 -8: 分 别 代 表 不 同 DNA 
浓度 Different DNA concentration: 1: 13.24 x10-1 ng/ HL; 2: 13.24 x 
10 ng/ LL; 3: 13.24 x10™ ng/[uL; 4: 13.24 x10- ng/ nL; 5: 
13.24 x10-” ng/pL; 6: 13.24 x107° ng/pL; 7; 13.24 x107’ ng/ 
ML; 8: 13.24 x107? ng/pL. 
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图 8 本 研究 建立 的 PCR 测定 方法 对 熊 蜂 
短 膜 虫 的 重复 性 检测 结果 
Fig. 8 Reproducibility of the PCR method established 











in this study for detection of Ctithidia bombi 
1 -10: 感染 能 蜂 短 膜 虫 的 阳性 样本 Positive samples infected with 
C. bombi: 1: BJ-l; 2: BJ-2; 3: BJ-3; 4: BJ4; 5: BJ-5; 6: BJ-6; 
7: JL-1; 8: JL2; 9; JL3; 10: JL4; M: 100 bp DNA Ladder. 





了 对 该 病 的 治疗 。 熊 蜂 短 膜 虫 通过 降低 寄主 能 蜂 识 
别 和 采集 花蜜 能 力 , 来 改变 寄主 熊 蜂 的 疯 食 行为 , 采 
集 花 粉 的 能 力 降 低 60% 以 上 (Otterstatter et al., 
2005 ) 。 这 种 疯 食 行为 的 变化 ,对 需要 其 授粉 植物 的 








影响 是 不 可 预测 的 ;同时 ,增加 的 采集 能 量 文 出 ,也 影 
响 到 整个 蜂 群 的 健康 (Schmid-Hempel et al.,，2007 ) 。 
在 意大利 和 瑞士 ,能 蜂 蜂 王 的 感染 水 平 为 54% ~ 
81% ,工蜂 为 75% ~80% , 雄 蜂 为 47% ~71% ,而 能 
蜂 短 膜 虫 在 自然 蜂 群 中 的 感染 率 一 般 在 10% ~ 
30% ,初夏 时 节 可 达到 80% (Skykoff and Schmid- 
Hempel, 1991) 。Popp 等 (2012 ) 研究 发 现 能 蜂 短 膜 
虫 的 流行 在 竟 食 季节 的 中 期 达到 高 峰 , 也 是 熊 蜂 多 
重 感染 的 高 峰 期 ,随后 衰退 。 通 过 对 我 国 各 地 所 采 
到 的 30 份 熊 蜂 样品 进行 流行 病 学 调查 显示 ,感染 率 
达到 了 46.7% ,感染 状况 十 分 严重 , 男 外 熊 蜂 短 膜 
虫 在 夏季 的 感染 情况 是 寄主 冬季 致死 率 的 预测 标记 
(Ravoet et al., 2013) ,夏季 的 高 流行 率 预示 着 蜂 群 
在 越冬 过 程 中 存在 着 一 定 的 死亡 风险 。 熊 蜂 短 膜 忠 
病 的 流行 会 降低 该 地 区 熊 蜂 的 遗传 多 样 性 ; 反 过 来 ， 
熊 蜂 遗传 多 样 性 的 降低 ,又 会 促进 熊 蜂 短 膜 虫 病 的 
发 生 , 这 种 相互 影响 最 终 给 经 济 和 生态 带 来 巨大 的 
危害 。 

熊 蜂 短 膜 虫 病 起 源 于 欧洲 ,20 世纪 70 年 代 该 
病 传播 到 加 拿 大 ,现在 已 成 为 北美 地 区 能 蜂 的 主要 
病害 ,表明 该 病 可 以 通过 熊 蜂 的 引种 传人 到 其 他 国 
家 和 地 区 。 近 年 来 我 国企 业 对 进口 能 蜂 的 需求 量 越 
来 越 大 ,而 能 蜂 短 膜 虫 在 商业 化 生产 熊 蜂 中 流行 程 
度 很 高 ,所 以 要 加 强 对 进 境 能 蜂 中 熊 蜂 短 膜 虫 病 的 
检疫 ,以 防 传人 ,给 国内 熊 蜂 蜂 群 带 来 危害 。 目 前 对 
于 能 蜂 短 膜 虫 的 检测 主要 根据 病原 形态 学 特征 以 镜 
检 法 为 主 ,但 这 种 方法 需要 丰富 的 临床 经 验 , 而 且 进 
口 熊 蜂 都 是 来 自 国外 管理 良好 的 熊 蜂 生 产 企业 , 蜂 
群 表面 健康 状况 良好 ,即使 感染 也 只 是 在 初期 ,无 任 
何 临床 症状 ,所 以 极 易 造 成 漏 检 ,也 容易 和 微 爷 子 虫 
病 混 消 。 虽 然 Salathé 等 (2012) 介绍 了 一 种 用 流 式 
细胞 仪 从 能 蜂 装 便 中 分 离 和 培养 能 蜂 短 膜 虫 的 方 
法 ,但 这 种 方法 需要 昂贵 的 仪器 设备 和 专业 的 操作 
技术 ,不 适宜 在 基层 检测 部 门 推 广 , 另 外 Popp 和 
Lattorff(2011 ) 建立 的 一 种 体外 培养 单个 寄生 虫 菌 株 
的 方法 也 不 适用 于 大 批量 能 蜂 样 品 的 检测 。 

随 着 分 子 生 物 学 技术 的 快速 发 展 , Fouks 和 
Lattorff(2014 ) 用 实时 定量 PCR 和 多 重 PCR 微 卫 星 
方法 对 能 蜂 短 膜 虫 进行 了 两 种 定量 检测 方法 的 比 
较 , 实 时 定量 PCR 的 检测 有 着 高 度 的 准确 性 ,但 要 
配备 获 光 PCR 仪 ,还 要 合成 荧光 探 针 ,成 本 高 ; 微 卫 
星 方法 可 以 对 感染 程度 进行 半 量 化 ,但 在 稳定 性 方 
面 存在 一 定 的 缺陷 , 而且 进 境 熊 蜂 要 求 不 能 检 出 能 
蜂 短 膜 虫 ,不 需 做 定量 检测 ,增加 检测 成 本 ,延长 检 
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测 周期 。 本 研究 根据 熊 蜂 短 膜 虫 ITS 基因 保守 序列 
设计 一 对 特异 性 引物 ,建立 了 PCR 快速 检测 方法 ， 
通过 优化 灵敏 度 达 到 13.24 x10”ng/pL, 具 有 灵敏 
性 高 .特异 性 和 稳定 性 强 、 操 作 简便 、 成 本 低 等 优点 ， 
通过 在 进 境 熊 蜂 检疫 工作 中 初步 应 用 结果 显示 ,该 
方法 可 在 4b 内 完成 能 蜂 短 膜 虫 的 快速 检测 ,具有 
良好 的 使 用 效果 ,可 满足 大 批量 样品 快速 得 查 的 要 
求 , 可 以 在 口岸 检验 检疫 和 基层 检测 部 门 进一步 的 
推广 和 应 用 。 
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